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Nouveaux polymeres de lysine substitues destines a servir de supports pour la preparation de produits de 
diagnostic. 
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tfinvention concerne de nouveaux potymeres de lysine, 
tines a servir de supports pour la preparation de r6actifs 
pour diagnostics des allergies hapteniques. dans lesquels les 
molecules presentent le m€me nombre de radicaux de L-tysine 
compris entre 8 et 20. 

Les polymeres de lysine sont caractenses en ce qulls 
component apr6s couplage avec les haptenes, des substi- 
tuants hydrophiles alternant avec des substituants hydro- 
phobes. Les substituants hydrophiles sont constitues par des 
restes carboxylatoalkyle, tels que le reste acide adipique, ou 
par des restes oligohydroxy. tels que le reste acide gluconique, 
L'invention concerne egalement des produits de diagnostic 
pour les tests cutanes destines a deceler les allergies hapteni- 
ques, constitues par les produits de couplage des polymeres 
de lysine avec les haptenes. 

Efte concerne encore des produits de diagnostic pour les 
tests serologiques, constitues d'un support solide sur lequel 
ont ete fixes les produits de couplage des polymeres de lysine 
avec les haptenes. 
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La presente invention concerne de nouveaux polymores de 
lysine destines a etre utilises comme supports pour ia preparation de 
reactifs pour diagnostics des allergies hapt£niquas. 

5 II a ete decrit, dans la Demande de Brevet Europeen deposee 

!e 6 aout 1981 sous le n c 81401267.0 par le Demandeur, des polymeres 
de lysine utiiisables comme supports pour la preparation de produits de 
diagnostic, r6pondant a Pune des formules suivantes : 

10 H - Lys - OH 

et CH~ - CO - Lys , - OH 

I 2 7 n 1 

CH 0 - CO - Lys . - OH 
i * n 1 

15- dans lesquetles n est un nombre entier compris entre 8 et 20, et de 
preference compris entre 8 et 12 et n' est un nombre entier compris 
entre 4 et 10 et Lys represente le radical de la L-lysine. 

Ces polymeres de lysine se sont montr£s etre tres utiles 
20 comme supports pour la preparation de produits de diagnostic dans les 
tests cutanes destines a deceler une aliergie a la p6niciJline ou a tout 
autre antibiotique du type 6 - lactame. 

Ces polymeres de lysine se sont av£r£s toutefois mal adaptes 
25 a la preparation de reactifs pour diagnostics des allergies hapteniques, 
lorsque les haptenes qui doivent etre couples sur ces polymeres, sont 
hydrophobes. 

Les polymeres en question qui sont totalement substitues par 
30 les groupes hapteniques sont, en effet, insolubles en milieu aqueux, 
lorsque l f on couple 5 ces polymeres des haptenes hydrophobes, et 
conviennent done difficilement h des tests cutanes. 

La presente invention vise a surmonter cette difficulty en 
35 proposant de nouveaux supports de polylysine partiellement substitues 
par des substituants hydrophiles et sur lesaueis sont couples les 
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haptenes hydrophobes. 

La pr£sente invention propose done de nouveaux polymeres de 
lysine qui, apr£s couplage avec les haptenes hydrophobes, comportent 
5 en aiternance des groupes hydrophiies et des groupes hydrophobes. 

La presente invention concerne egalement les produits de 
couplage des polymeres de lysine avec les haptenes. 

10 EUe a §ga!ement pour objet I'application de ces produits de 

couplage £ la preparation de reactifs pour diagnostics des allergies 
hapt6niques. 

La presence combin^e de substituants hydrophiies et de 
15 substituants hydrophobes sur la chafne d'oligolysine permet de 
notabiement ameliorer la solubilite du support de poly lysine dans I'eau 
et rend ledit support particutierement approprte pour dSceler les 
allergies hapt^niques dans les tests cutan6s. 

20 Si I'utilisation des nouveaux polymeres de lysine substitu6s 

conformes a ^invention presente un int^ret tout particulier pour la 
detection des allergies hapt6niques dans les tests cutan^s, leur 
utilisation n'est pas Iimit6e 3 ces seuls tests. 

25 De r£centes etudes effectu£es par-le Demandeur ont montrS 

que les polymeres de lysine conformes 3 IMnvention pouvaient etre 
egalement utilises pour la detection des allergies dans les tests 
s6rologiques en couplant lesdits polymeres £ un, support, 

30 Le Demandeur a pu constater que la presence des groupes 

hydrophiies sur le polymere de lysine ri'affectait en rien I'efficacit6 du 
polym^re a dSceler les allergies hapt£niques et que les polymeres 
conformes a la presente invention se comparaient avantageusement aux 
polymeres de lysine d^crits dans la Demande de Brevet Europeen 

35 pr6cit6e. 
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Les substituants hydrophiles utilises sont avantageusement 
constituEs par des substituants du type carboxylatoalkyle ou par des 
oligohydroxy. 

La preparation des oligolysines conformes a IMnvention qui 
doivent etre substitutes par des groupes polaires et plus 
particuliErement par des restes du type carboxylatoalkyle ou des 
oligohydroxy et des groupes haptEniques hydrophobes, nEcessite que 
soient prot6g6es les chaTnes latErales de la chaine d'oligolysine par des 
groupes protecteurs differents susceptibles d'etre EliminEs 
seiectivement. Apres Elimination du premier type de groupes 
protecteurs, les haptEnes (par exemple) peuvent etre fix6s sur les 
groupes amino HbErEs. Dans une 6tape subs6quente du proc6d§, les 
groupes amino encore protEgEs sont dEbloquEs pour permettre la 
fixation des groupes polaires. On utilise avantageusement comme 
groupes protecteurs des chaTnes iatErales les groupes 
tert-butyloxycarbonyle Boc- et le groupe benzyloxycarbonyle Le 
groupe Boc peut etre EliminE par acidolyse par exemple par I'acide 
trifluoroacEtique, tandis que le groupe Z- peut etre EHminS par 
hydrogEnolyse catalytique* 

Dans le cas oCi I'on utilise des substituants hydrophiles du 
type oligohydroxy, il est en g£n£ral avantageux d'fntroduire ces 
substituants en dernier, c'est-d-dire aprEs couplage de la chaine 
d'oligolysine avec les haptEnes. Ceci peut etre illustrE par exemple sur 
le i 
(I) 



le module monomEre N 1 - Boc - N 6 - phEnylacEtyl - diaminohexane 




O O 
II II 



(CH 3 ) 3 -C-0-C-NH-CH 2 »CH 2 -CH 2 -CH 2 -CH 2 -CH 2 -NH-C-CH 2 



Dans cet exemple, le ph6nylac£tyle reprEsente PhaptEne a 
fixer et le diaminohexane repr6sente le monomEre lysine* Apres 
Elimination du groupe protecteur Boc, on fait rEagir la lactone de 
I'acide gluconique pour obtenir le -gluconyl -N**-ph6nylac6tyl 
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diaminohexane. 



Dans le cas des substituants hydrophiles du type 



carboxyiatoalkyle, ii est avantageux d'introduire la lysine comportant le 
5 reste carboxyiatoalkyle convehablement proteg6 dans ia chaTne 
d'oligoiysine. La polylysine. comportant les groupes hydrophiles obtenue 
a l ! 6tape finale du precede, et qui est totalement protegee, est 
debloqu£e de telle sorte que les fonctions carboxylique et amino soient 
Iib6rees simultan&nent. Le support de polymere de lysine totalement 
10 d£prot6g6 peut alors etre substitue par les groupes hapteniques 
hydrophobes en couplant audit support les haptdnes prealablement 
actives en les mettant sous forme d'ester, 6ventuellement en presence 
d'un agent de condensation. 

15 Le proc£d6 de preparation des poly meres de lysine conformes 

a ^invention comportant des groupes carboxyiatoalkyle comme 
substituants hydrophiles cpmprend la s6rie d'6tapes suivantes : 



20 



- dans une premidre Stape, on couple un derive de la lysine 
dont la fonction carboxylique est prot6g£e, avec un d6riv£ 
de la lysine dont I'azote terminal est proteg6 et dont la 
fonction carboxylique est activ6e t ledit d6riv6 comportant le 
reste carboxyiatoalkyle convenablement prot£g6 que I ! on 
desire introduire dans la chaTne d'oligolysine. 



25 



- dans chacune des Stapes successives suivantes, on couple fa 
chaine d'oligoiysine obtenue dans l'6tape pr6c6dente et 
aprgs deprotection de i'azote terminal, alternativement avec 
un d6riv£ de la lysine convenablermernt prot6g6 et activ6 
tel que celui utilise dans la premiere &tape, mais ne 
comportant pas de reste carboxyiatoalkyle, et avec un 
d6riv§ de la lysine tel que celui utilisd dans la premiere 
etape comportant un reste carboxyiatoalkyle. 



30 



35 



- dans une £tape finale, et avant couplage avec les haptdnes, 
on deprot^ge simultan£ment les fonctions amino et 
carboxylique. 
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II sera dScrit, ci-apres, a titre d'exemple, la synthese de 
I'heterom^re d£ca-L-iysine (PAL 5+S). constituS de deux chaines 
pentalysine reliees ensemble par PintermSdiaire de leur azote terminal 
par un pont acide adipique, substitue par des restes 
carboxylatopentanoyle sur quatre des groupes amino de la chafne 
d'oligolysine (II), et repondant a la formule : 

H Ad OH H AdOH H 
1 1 |l I 
Lys Ly s Lys Lys Lys OH 



Ad H AdOH H AdOH H 

10 I lilt I 

I Lys Lys Lys — Lys Lys OH 



ou Ad dgsigne le reste acide adipique -CO^CH^^-CO-. 



II 




35 



Comme exemple de fixation d'un haptene hydrophobe sur le 
PAL 5+5, on d6crira le couplage de 1 'acide o-methoxybenzoTque (III) : 

0-CH3 

COOH III 

L'acide o-methoxybenzoTque est un analogue de Pacide 
acetylsalicylique, mais prSsente une plus -grande stability que I'haptene 
acStylsaticylique. L'acide o-m6thoxybenzoTque a et4 transforms en 
Pester de N-hydroxysuccinimide par une m^thode connue en soi et a 
et6 ajoute sous forme de solution de tStrahydrofuranne avec environ 
deux fois la quantity stoechiom6trique au support PAL 5+5 dans une 
solution aqueuse de carbonate de potassium. Le couplage s'est effectu6 
en phase homogene et le produit de couplage qui avait une reaction 
negative avec la ninhydrine, a presents les propri6t6s spectrales 
attendues. Le produit etait totalement substitu6 sur les six restes de 
la L-lysine non substitues par Pacide adipique et pr6sentait une 
solubility dans Peau appropri^e pour les test cutan^s. 

Comme autres exemples de fixation d'un hapt&ne hydrophobe 
sur le PAL 5+5, on dScrira Sgalement le couplage de la 
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carboxylatovaieroyl-aminoantipyrine de formule 




NH 
I 

C=0 
I 

I 2 * 
COOH 



CH- 



IV 



15 et le couplage de la D- a - pheny (glycine 



20 




o>- 



25 



NH-CH 2 -COOH 



(d£sign£e dans la suite du texte par Pabr6viation D-a-Phg). 

La carboxylatoval^royl-aminoantipyrine (IV) et la D-a- 
ph^nylglycine (V) ont 6t6 activ6es pr£alablement a la reaction avec 
PAL 5+5, par transformation en ester de 4-hydroxysuccinimide, et ont 
et6 ajout^es sous forme de solution de tetrahydrofuranne au support 
PAL 5+5 dans une solution aqueuse de carbonate de potassium. 



La synthase du PAL 5+5 a et6 r£alis§e en utilisant le proc£d6 
de purification d deux phases, tel que dScrit par Schneider et al. dans 
J. Peptide Protein Res. Tj>, 411-419 (1980) et par Rolli et Schneider 
30 dans Chimia 35, 403-405 (1982). 



Les extractions ont 6te effectufes en utilisant la technique 
dScrite par Schneider et al. dans Int. J. Peptide Protein Res. 1j>* 
411-419 (1980). 

35 

Le controle analytique des produits a 6t6 effectu6 par 
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chromatographic sur couche mince (TLC) (Rolti et al„ , Int. J. Peptide 
Protein Res. IS, 339-410 (19801). Le systeme A est un melange 
chloroforme/methano! 9:1. L r 6lectrophorese sons haute tension sur 
couche mince (HVTLE) a ete reaiis£e a Paide d'un Pherographe 
5 Francfort, Mini 68 ou d'un apparei! Camag. 

Les abreviations utilisees dans la suite du texte sont ceMes 
recommandees par la Commission IUPAC-IUB sur la nomenclature 
Biochimique pubiiee dans Biochemistry W_, 1726-1732 (1972) : 

10 





Lys 


L-lysine 




Ala 


alanine 




Boc 


te r t-bu ty loxy ca rbon y ie 




-ONBzi = 


nitrobenzyloxy - ester de p-n?trobenzyle 


15 


OBzl 


ester de benzyle 




OSu 


ester de N-hydroxysuccinimide 




Z- 


benzyloxycarbonyle 




Nps 


p-nitroph£ny!sulf£nyle 




DOC 


dicyclohexylcarbodiimide 


20 


HOBt 


1-hydroxybenzotriazole 




DMF 


dimethylformamide 




THF 


t£trahydrofuranne 




TFA 


acide trifluoroac§tique 




DCHA = 


dicyclohexylamine 


25 


DMSO 


dimethylsulfoxyde 



Appliques 3 la detection des allergies hapt^niques dans les 
tests cutan^s, les polymeres de lysine substitute conformes a 
^invention, aprds couplage avec les hapt^nes, sont utilises tels quels , 

30 gen6ralement sous forme de solutions ou suspensions realises dans une 
phase aqueuse, de preference saline. Lorsqu'on utilise les polymeres 
de lysine conformes a IMnvention pour la detection des allergies 
hapt^niques dans les tests s^rologiques, ces polymeres sont couples a 
un support solide, g6n6ralement un polym&re insoluble, te! que 

35 cellulose, s6pharose et se pr^sentant sous la forme de billes, de disque 
ou de tube. 
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On utilise avantageusement comme support solide insoluble un 
gel d'agarose . prealablement active par mise sous la forme ester, tel 
que I'ester succinimide et auquel on lie rie facon covalente le polymere 
de lysine conforme a ^invention, par IMnterm£diaire d'un groupe amino 
5 libre que comporte ledit polymere. 

La presence combinee de groupes. hydrophiles et de groupes 
hydrophobes, outre ie fait qu'elle permet d'accroitre la solubility dans 
I'eau du conjugue haptene-polym^re de lysine, confere a celui-cl un 
10 certain nombre de particularity mises a profit dans les tests 
s6rologiques* 

Cette alternance de groupes hydrophiles et . de groupes 
hydrophobes, tout en favorisant !e caractere hydrophile du polymere 

15 de lysine, est egalement favorable 3 une bonne interaction 
antigene-anticorps en milieu aqueux. La molecule haptene-poly lysine 
substitu6e a une charge neutre qui previent les reactions non 
specifiques entre immunoglobulines et support fixe, ce qui a pour effet 
de diminuer le bruit de fond non spdcifique lors d'un dosage 

20 radioimmunologique. Le fait, enfin, de disposer d'un antigene 
plurivalent presentant plusieurs determinants anttg6niques dont la 
structure moieculaire n'est pas modifiee par le milieu r£actionnel, 
permet une totale interaction entre les antigdnes et les anticorps a 
detecter, ce qui est d'un grand interet du point -de vue s^rologique. 

25 

Les exemples I et 11 donn6s, ci-aprds, 3 titre non limitatif, 
illustrent respectivemernt la preparation d'un derive monomdre 
substitue par un groupe oligohydroxy et la preparation du PAL 5+5 et 
son couplage avec divers haptenes, L'ensembie des operations que 
30 comporte la preparation du support PAL 5+5 et son couplage avec un 
haptene est schematise d !a page 7. 

L'exemple III illustre ^utilisation d'un conjugue 
benzylpenicilloyl-PAL 5+5 couple a un support solide pour la detection 
35 d'anticorps anti-ben2ylpenicilloyl (BPO) dans les tests serologiques. 
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EXEMPLE I : 

-Boc-N^-phenylacetyi-1 , 6-diareinohexane 

5 On a melange 545 mg (4 mmoles) d'acide phenylacetique et 

600 mg (4 mmoies) de 1 -hydroxybenzotriazole (90%) dissous dans 15 ml 
de THF aver 908 rng (4,4 mmoles) de DOC & 5°C et on a agite 3 cette 
temperature pendant 1 heure. On a ajoute a cette solution 1,01 g (4 
mmoles) de chlorhydrate de fsP-Boc-l ,6-diaminohexane et de la 
10 triethylamine jusqu'a pH 7. Apres 1 heure, on a separe le precipite 
par filtration et on a repris le filtrat 3 sec sous vide a 40°C # On a 
dissous le residu (2,7 g) dans 100 ml d'acetate d'ethyle et extrait six 

fois avec des portions de 50 ml de ^ 2 C0 3 2 ^ puis HC1 °' 1 M et on a 
finalement lave a I'eau jusqu'a neutrality. On a seche la solution sur 
15 du Na^SO^ et on a elimine le solvant sous vide : on a obtenu 24 g de 
residu amorphe. TLC : R^. 0,94, homogene (1 ,4-dioxanne/H 2 0 5:1), R f 
0,47, homogene (CHC! 3 /CH 3 OH 9:1). 

-Gluconyl-N 6 -phenylacetyl-1 ,6-diaminohexane 

20 

On a maintenu 636 mg (1,9 mmole) de N 1 -Boc-N 6 -phenylacetyl- 
-1 ,6-diaminohexane dans 10 ml d'acide trifluoroacetique refroidi dans 
de la glace pendant 1 heure. Apres elimination de Pacide sous vide, on 
a dissous Phuile residuelle dans 3 ml de THF/H 2 0 (1:2) et neutralise a 

25 froid avec de ia triethylamine. On a ajoute a cette solution 400 mg 
(2,2 mmoles) de ^-lactone de Pacide D(+)-giuconique (Fluka, Buchs) 
dissous dans 1 ml d'eau et on a ajuste le pH a 9 avec de la 
triethylamine. Apres 12 heures, on a ajoute une portion supplemental re 
de 400 mg de la lactone de Pacide gluconique et on a recueiili, apres 

30 24 heures, le produit par filtration apres acidification de la solution 
reactionnelle a pH 2 avec HCI 2M. Le produit brut (265 mg) a ete 
recristallise dans le melange ethanof /isopropanol (1:1) pour donner 
160 mg, p. f. 180-183°C. 

TLC : R f 0,81, homogene (1 ,4-dioxanne/H 2 0, 5:1). IR (KBr) : 
35 3 300 br. (OH), 2 920 (CH, -CHj-), 2 850 (CH, -CH 2 ~), 1 635 (C=0, 
amide), 1 545 (NH, 0=C-N), 1 445 (aromatique) , 1 430 (OH, aicool 
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Schema de la synthese du PAL 5+5 (II) 



Produits Lye 
1 



Lys 



Lys 
3 



Lys 
4 



Lys 
5 



1-2 + 1-1 



OBzl 
I 

Boc — — — OSu H — - ONBzl 



P-2 



Boc- 



OBzl 
I 

Ad 



-ONBzl 



OBzl 
I 

Boc— - OSu H — 



-ONBzl 



P-3 



Boc- 



<j>Bzl 

Ad 2 



-ONBzl 



<JBzl 

Boc— OSu H 



OBzl 
I 

Ad Z 



^ONBzl 



P-4 



BOC: 



L 



Bzl 



OBzl 
I 

Ad Z 



-ONBzl 



OBzA 
I 

Boc — ? OSu U Ad 



OBzl 

Ad Z 



-ONBzl 



P-5 



Boc- 



OBzl 
I 

Ad 



OBzl 

Ad Z 



-ONBzl 



P-5d 



H 



OBzl 
Id 



OBzl 

id 



— — -ONBzl 



JJt dicvclohexylcarbodlimide ^_ _ AT - .c 
2 P-5d + aclde adipique = > PAL 5+5 

l-hydroxybenzotr±azole 

protege 

PAL 5+5 hydrogenolyse / Pd sur C 
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N 6,79 % 
N 6,72 % 

EXEMPLE 11 ; 

Synthase du PAL 5+5 

10 H-Lys (Z) -ONBzl (1-1) 

On a agit6 7,4 g (12 mmoles) du sel Nps-Lys (Z) DCHA et 
2,6 g (12 mmoles) de bromure de 4-nitrobenzyle dissous dans 50 ml de 
DMF a la temperature ambiante, apr£s addition de 1,3 ml (12 mmoles) 

15 de N-methylmorpholine. On a dilu£ la solution reactionnelle avec un 
exces de CH 2 CI 2 et extrait avec HCt 0,1 M, H 2 0, K 2 C0 3 0,3 M et 3 
nouveau avec de Peau. L'6vaporation du solvant sous vide a laisse une 
huile jaune qui a 6t6 reprise dans 160 ml de methanol et agitee, pour 
eliminer Nps, dans I'obscurit6 pendant 30 min avec 20 ml d'acide 

20 acetique glacial et 200 ml de Na 2 S 2 0 3 1 M. On a s£par6 par filtration 
le pr6cipit6 jaune de Nps-disulfure, et on a di1u6 le filtrat jusqu'a 
400 ml avec CH 2 C! 2 pour extraction avec de I'eau, K 2 C °3 0,15 M et 
H 2 0. L'elimination du solvant et te sechage sous vide ont laisse :. 
3,9 g (9,3 mmoles) d'une masse cristalline jaunatre. TLC : 0,38, 

25 tache principale, traces a R f 0,27 et 0,81 (Nps-disulfure) (systime 
A). ... 

Ester de l-benzyl-6-N-hydroxysuccintmide de l'acide adipique 

30 On a dissous 14,6 g (100 mmoles) d'acide adipique et 5,4 g 

(50 mmoles) d ! alcool benzylique dans 70 ml de DMF, puis on a agit6 
- pendant 90 min a la temperature ambiante avec 11,3 g (55 mmoles) de 
OCC et 150 mg de 4^-dim£thylaminopyridine» On a s£pare par filtration 
le pr6cipit6 d'urGe et on a dilu6 le filtrat jusqu'S 400 ml avec CH 2 CI 2 

35 pour ^extraction avec HC1 0,1 M et H 2 0. On a 6Iimin6 le solvant sous 
vide et on a repris le r£sidu dans 300 ml d'acetate d'6thyle et extrait 3 



primaire), 1 210 (OH, aicool secondaire). 
Analyse el^mentaire : 

C 20 H 32 N 2°7 < 412 ' 48 >< calcule C 58,24 H 7,82 

trouve C 58,41 H 7,54 
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fois avec 100 ml de K 2 C0 3 0,15 M. On a lave les extraits reunis avec 
de I -acetate d'ethyle et acidifie avec HCI 2M a pH 3,5. On a extrait 
I'emulsion resultante 3 fois avec 150 ml de CH 2 CI 2 . Oh a repris 
I'extrait a sec sous vide et on a chromatographie le residu brut 
(8,5 g) sur une colonne de gel de silice (100 g de gel de silice 60} 
avec CHCl 3 /methanol (9:1). Rendement: 7,0 g (30 mmoles) de. Pester 
monobenzylique de I'acide adipique sous forme d'une huiie. TLC : R f 
0,50, homogene (A). On a melange ce produit dissous dans 50 ml de 
DMF avec 3,7 g (32 mmoles) de DCC et agite a la temperature ambiante 
pendant 22 heures. On a obtenu par extraction 10,0 g (30 mmoles) 
d'une huile legerement jaune. TLC : R f 0,84, tache principale, trace a 
R f 0,93 (A). 

Boc-Lys(Ad(OBzl))-OSu (1-2) 



On a agite 10 g d'ester de 1-benzyl-6N-hydroxy-succinimide- 
et 7,4 g (30 mmoles) de Boc-Lys dissous dans 50 ml de DMF, i la " 
temperature ambiante pendant 18 heures apres avoir ajuste le pH S 8 
avec de la N-methylmorpholine. II s'est forme un leger trouble qui a" 
pu etre dissipe en ajoutant 10 ml de DMSO. On a f litre le melange 
reactionnel. dilue le fittrat avec CH 2 Q1 2 jusqu'a 400 ml- et extrait avec' 
HCI 0,1 M et H 2 0. On a elimine sous vide la phase organique et on 
a repris te residu dans 300 ml d'acetate d'ethyle et extrait 3 fois avec 
100 ml de K 2 CO 3 .0,15 M. On a. acidifie I'extrait a pH 3,5 avec HCI 2M" 
25 et on a extrait le produit avec du CH^;^ (3 fois 100 mi). On a 
finalement lave la solution ,de CH^lj avec HCl 0,1 M et H 2 0. 
L'elimination du solvant et le sechage sous vide ont laisse 10,8 g 
(23 mmoles) de Boc-Lys (Ad(OBzl)) sous la forme d'une huile jaunatre. 
On a dissous celle-ci dans 100 ml de DMF et melange a froid a 2,6 g 
30 (23 mmoles) de HOBt et 5,2 g (exces de 10 %) de DCC. Apres avoir 
laisse la solution 1 heure a 0°C et 16 heures a la temperature 
ambiante, on a filtre celle-ci et, apres dilution avec CH 2 C1 2 , on a isole 
le produit par extraction : on a obtenu 12,6 g (22 mmoles) d'une 
masse incolore, visqueuse. TLC : R f 0.59, tache principale, traces de 
35 produits secondaires (A). 
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Boc-l.ys(Z)-Lys(Ad(OBzl))-Lys(Z)-Lys(Ad(OBzl))-Lys(Z)-ONBzl (P-5) 

Partant de 3,9 g (9,3 mmoles) de H-Lys (Z)-ONBzl, on a 
obtenu le peptide P-5 en couplant etape par etape, a la temperature 
5 ambiante a la sequence dont I'azote terminal a ete prealablement 
debloque. respective men t 9,3 mmoles de 1-2 (volume reactionnel : 
100 ml, CH 2 CI 2 ), 6,3 mmoles de Boc-Lys(Z)-OSu (50 ml. CH 2 CI 2 ), 
5,8 mmoles de I-2 (50 ml, DMF) , 5,2 mmoles de Boc-Lys(Z)-OSu (50 
ml, DMF). Ces quantites etaient equimoleculaires ou en exces de 5 % 
10 par rapport au peptide. Les durees reactionnelles etaient 
respectivement de 2, 20, 20 et 60 heures, le pH etait de 8, et .etait 
ajuste pour chaque reaction avec la triethylamine. Les esters 
d'hydroxysuccinimide n'ayant pas reagi restant a la fin des reactions, 
etaient transformers en derives extractibles avec les acides, 
15 par reaction avec la 2-diethylaminoethylamine. Le traitement des 
intermediaires proteges P-2. P-3. P-H s'est effectue par dilution des 
solutions reactionnelles avec un exces de CH 2 CI 2 et extraction avec 
HCI 0,1 M, H 2 0, K 2 C0 3 0,3 M et H z O. On a effectue les deprotections 
de I'azote terminal des intermediaires P-2. P-3 et P-4 en dissolvant les 
peptides dans 50 ml d'acide trifluoroacetique aqueux a la temperature 
ambiante. Apres HO min, on a elimine I'acide sous vide et on a dissous 
les huiles residuelles dans 400 ml de CH 2 Cl 2 et extrait avec H 2 0, 
K 2 C0 3 °' 15 M et H 2° dans une colonne d'extraction . On a alors elimine 
sous vide les solvants. On a suivi toutes les etapes reactionnelles par 
25 TLC suivant la technique decrite par Rolli et al. dans Int. J. Peptide 
Protein Res. JI5, 339-410 (1980). Le traitement de IMntermediaire P-5 a 
du etre modifie. car il s'est forme une emulsion relativement stable de 
la phase aqueuse lors de ('extraction basique. On a pu eliminer en 
partie la phase organique et on a soumis Pemulsion a une evaporation 
30 sous vide a 40°C, ce qui a fourni un precipite du produit. On a repris 
celui-ci et le residu provenant de la phase organique. apres elimination 
du solvant sous vide, dans 100 ml de DMF. On a filtre et on a ajoute 
goutte a goutte au filtrat 1.5 litre d'eau sous agitation. On a recueilli 
le precipite de P-5 par filtration, on I 'a lave a I'eau et seche sous 
35 vide : on a obtenu 8,3 g (u,8 mmoles), d'une poudre pratiquement 
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blanche. TlX : R f 0,57 tache principate, traces de probuits 
secondaires (A). 

H-Lys(Z)"Lys(Ad(QBzl))'Lys(Z)-Lys(Ad(OBzi))-Lys(Z)-QNBzl (P-5d) 

5 

On a debloqu£ 8,3 g de P-5 dans le TFA,„comme i! a et6 
decrit pour P-2-4. Lors de ['extraction de !a solution de CH 2 Cl 2 avec 
de I'eau, il s'est form£ un gel et une emulsion. On a concentre le 
10 melange sous vide jusqu'a ce que la majeure partie du produit ait 
precipit6. II a et6 recueilli par filtration, lave £ I'eau et s6ch§ sous 
vide : on a obtenu un r6sidu de 7,8 g. TLC : 0,71, tache 

principate, des traces de produits secondaires (1 ,4-dioxanne/H 2 0,9: 1 ) . 

15 CO-Lys(H)-Lys(Ad-OH)-Lys(H)-Lys(Ad-OH)-Lys(H)-OH 
(CH 2 ) 4 

CO-Lys(H)-Lys(Ad-OH)-Lys(H)-Lys(Ad-OH)-Lys(H)-OH (PAL 5+5) 

On a melange 7,8 g (4,8 mmoles) de peptide P-5d et 330 mg 

20 (2,3 mmoles) d f acide adipique dans 30 ml de DMF avec 750 mg 
(5 mmoles) de HOBt et 1 ,0 g (10 % d'excSs) de chlorhydrate de 
N-ethyl-N ! -(3-dim6thylaminopropyl)-carbodirmide. Le pH a 6t6 amene a 
8 avec la N-m6thylmorpholine. Apr£s agitation pendant 20 heures a la 
temperature ambiante, on a dilue la pate avec 20 ml de DMF et on Pa 

25 ajoutSe 3 1 litre de HCI 0,01 . M sous agitation. On a recueilli le 
pr6cipit6 par filtration, on l r a Iav6 § I'eau et sech6 sous vide : on a 
obtenu 7,8 g (2,3 mmoles, 96 %) de PAL 5+5 prot£g6, sous la forme 
d'un granule I6gerement jaunatre. Celui-ci a et6 hydrog6n§ pendant 5 
heures 1/2 dans 100 ml d'acide ac§tique glacial en presence de 700 mg 

30 de Pd sur du carbone (10 % Pd). On a separ§ le catalyseur par 
filtration et le filtrat a 6t6 6vapor6 sous vide. On a dissous le residu 
dans 100 ml H 2 0, on Pa extrait avec de lather et concentre sous vide 
jusqu'a 15 mi et on Pa passe au travers d'une colonne de Sephadex 
C-10 de 2,5 x 44 cm avec de I'eau. On a r6uni les fractions contenant 

35 le produit ddsalifte et on a pass6 une portion aliquote de 50 % de 
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Pensemble (HO ml) au travers d'une colonne de Sephadex CM-C-25 sous 
forme Na + de 2,5 x 29 cm a une vitesse de 60 ml/heure, des fractions 
de 3,5 ml etant recueiines. L'eluant etait de Peau jusqu'a la fraction 35 
puis un gradient d'une solution NaCI 0-0,3 M. Les fractions 81 a 110 
5 ont ete r^unies, concentrees sous vide jusqu'a 15 mi et d£satifiees sur 
une colonne de Sephadex G-10 de 2,5 x 73 cm. On a r£uni les 
fractions 60 a 80 provenant de la colonne echangeuse dUons, comme on 
Pa indiqud ci-dessus, et a nouveau chromatoaraphi£ sur une colonne 
de Sephadex-CM, comme indique plus haut, avec cette difference que 

10 Pon a utilise comme 6!uant un gradient NaCI o-o,15 M. Une 
d£salification et une lyophilisation comme pour la fraction I ont donn6 
0,45 g de fraction 1L Les fractions I et II se sont montrees etre 
identiques par HVTLE et ont 6t6 ult£rieurement rSunies. 
HVTLE : 16,5 mm vers la cathode, homogerie (50 volts/cm, 

15 pyridine/acide ac6tique/H 2 0, 1:9:90, pH 3,6, 10 min, plaque KG 60 F 
254 Merck) ; 49,5 mm vers la cathode, homogene (50 Volts/cm, 
pyridine/acide acetique/H 2 0, 1:9:90, pH 3,6, 20 min, plaque de 
cellulose F, Merck), 

Analyse des aminoacides apr£s reaction d'une portion aliquote 

20 (100 mg) avec un exces de Boc-Ala-OSu (280 mg) dans 4 ml de K 2 C0 3 
0,25 M contenant 50 % de THF pendant 6 heures et elimination du 
groupe protecteur Boc avec TFA. 
Lys^gAia^ trouve 

Analyse 6l6mentaire : C 9 0 H i62 N 20°26 f1 940 ' 4) 
25 ... 

C 55,71, H 8,41 N 14,44 % _ 

C 55,41 H 8,21 N 14,26 % 

(corrige pour 0,81 % cendres) 

30 Hexa-(o-m6thoxybenzoyl)-PAL 5+5 

On a m6lang6 65 mg (33,5 mmoles) de PAL 5+5 dans 1 ml de 
K 2 C0 3 1 M avec 100 mg (0,4 mmole) de Pester de 
N-hydroxysuccinimide de Pacide 2-m6thoxybenzoTque dans 1 ml de 
35 THF, pr6pare a partir de Pacide 2-m6thoxybenzoTque et de 
N-hydroxysuccinimtde avec le chlorhydrate de N-^thyl-N'-fS-dim^thylami- 



calcu!6 
trouve 
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nopropy! j-carbodiimide. On a agite la solution qui etait legerement 

trouble, a la temperature ambiante pendant 16 heures, on a neutralist 

avec HO 1 M et on a repris a sec sous vide. On a dissous le residu 

dans approximativement 4 ml d'eau et on a passe la solution au travers 

5 d'une colonne de Sephadex-G-25 de 2,8 x 50 cm avec de Peau. On a 

reuni !es fractions contenant le produit du pic de tete et on a 

concentre et lyophilise Pensemble : on a obtenu 55,5 mg (60,5 %) de 

280 

produit. Extinction molaire E m ^ H 2 0 ^ : 14 500 r par 9 rou P e 

o-methoxybenzoyle seul : 2 420 - Utter. (Handbook of Chemistry & 
10 Physics, R.C. Weast S M.J. Astle, ed., page C-195, CRC Press, West 
Palm Beach,. Fl. , 1974) acide o-methoxybenzoTque : 2 510. 

Phenazone - PAL 5+5 

15 On a agite 1,5 g (4,5 mmoles) de carboxylatovaieroyl- 

aminoantipyrine (IV) et 0,575 g (5 mmoles) de N-hydroxysucclnimide v 
dans 30 ml de DMF avec 5 mmoles de chlorhydrate de N-ethyl-N 1 - ^ 
(3-dim6thylaminopropyl)earbodiimide pendant 16 h a la temperature 
ambiante, en maintenant le pH legerement alcalih avec de la . 

20 triethy (amine. On a dilu6 la suspension avec 100 ml CH 2 C1 2 et extrait 
avec HCl 0,1 M, H 2 0, 2 % *< 2 C0 3 et a nouveau avec H 2 0, en utilisant 
pour chaque extraction un volume de 300 ml. On a s£ch6 la phase 
organique (Na-^SO^) et on Pa 6vapor6e sous vide. On a obtenu un 
r£sidu qui a 6t6 recristallise dans CH 2 CI 2 : 1,2 g (62 %) , p.f. 

25 197-199°C. TLC (CHCI 3 /MeOH, 9:1), R f : 0,30 ; (dioxane/H 2 ) , R f : 
0,64, homog^ne. 

300 mg (70 mmoles) de Pester d'hydroxysuccinimide de (IV) 
ont ete mis en suspension dans 4 ml de THF ; la suspension a et6 
ajoutee a 200 mg PAL 5+5 dans 4 ml 1 % K 2 C0 3 puis le pH a ete ajuste 

30 £ 10 avec NaOH 1 N. Apr£s 1 h, on a ajoute 3 nouveau 150 mg d'ester 
active sous forme de poudre. Apr£s 17 h a la temperature ambiante, on 
a elimine sous vide THF et on a neutralise la solution aqueuse avec 
HC! 1 N. On a fait passer la solution au travers d'une colonne 2,5 x 
70 cm de Sephadex C25 avec une solution saiee 0,01 M tamponnee au 

35 phosphate ayant un pH de 7,4 et Peiuat qui contenalt !e produit de 
couplage a ete £ nouveau passe sur une colonne- de Sephadex G25 avec 
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de I'eau. Les fractions contenant te produit de couplage, reperees a 
260 nm, ont ete reunies et lyophilisees : on a obtenu 270 mg (66 %) du 
produit de couplage. TLC (n-butanol /H 2 0/HAc/triethylamine. 
10:10:9:1). R f : 0,30; [CHCI 3 /MeOH/17 % NH 3 , 5:5:2). R f : 0.69. 
homogene . 

Analyse elementaire de I'acide libre, obtenu aprns 
precipitation avec HCI 0,5 N et sechage : 

C 10 ,H„ R N„O fla (3 820.6) calcule C 60,36 H 7,28 N 13.93 % 
192 276 38 Q ^ ^ H ^ N 13,87 % 



D - a - Phenylglycyl - glycyl - PAL 5+5 (chaine laterale 
I'ampicilline) 



de 



23 mg (57 umoles) de Boc -D -a - Phg - Cly - OSu dans 
0,5 ml de THF ont ete ajoutes a 40 mg PAL 5+5 dans 1,0 m! K 2 C0 3 
1 M. Le melange a deux phases a ete agite pendant 48 h a la 
temperature ambiante. Apres la premiere heure. on a ajoute a nouveau 
35 mg de Pester active. On a elimine les solvants sous vide, et on a 
laisse le residu dans I'acide trifluoroacetique a la temperature ambiante 
pendant W min. Apres avoir elimine I'acide sous vide, on a triture le 
residu et on I'a lave avec de I'ether. On l'a dissous ensuite dans un 
faible volume d'eau et on I'a fait passer au travers d'une colonne 2.5 x 
70 cm de Sephadex G25 avec une solution salee 0.01 M tamponnee au 
phosphate. On a fait a nouveau passer le produit de couplage. repere 
a 257 nm, au travers d'une, colonne de Sephadex C10 avec de I'eau. 
On a reuni les fractions contenant le produit de couplage et on les a 
lyophilisees : on a obtenu 55 mg (80 %) de produit de couplage TLC 
(n- butanol/H 2 0/HAc/pyrldine. 10:10:9:1). R f : 0,83, homogene. 
Electrophorese (cellulose F, Merck ; tampon pyridine-acetate pH'3,6 ; 
50 volts : cm ; 30 min) : 49 mm vers la cathode, homogene. 

Analyse par spectrometrie UV : nombre de groupes D-^"^- 
calcule: 6,0; trouve: 5.9; extinction molaire E m nm = 210 mol cm 
pour D - a - Phg - OH. 
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EXEMPLE 111 : 

Preparation du conjugue benzylp6mcilloy I - PAL 5+5 

5 Dans up. premier temps, on a prepare le conjugue 

benzylpeniciiloyj - PAL 5+5. 

Le conjugue benzylpenicilloyl - PAL 5+5 comportait un groupe 
amino primaire libre, de maniere a permettre la fixation par une liaison 
10 covaiente au support en phase solide. 

Fixation du conjugue benzylpenicilloyl - PAL 5+5 sur le CH-Sepharose 

15 Le support £tait constitue par du CH-S£pharose 4 B (gel 

d'agarose commercialism par PHARMACIA) que I'on a active par mise 
sous la forme d'ester succinimide. 

Le conjuguS benzylpenicilloyl - PAL 5+5 a 6te coupl6 aux 
20 particules de SSpharose, de telle maniere qu'il y ait equivalence entre 
groupes BPO et units de phase solide. 

Les groupes esters actifs n ! ayant pas reagi ont 6t6 bloquSs 
avec de l'6thanolamine et les billes de Sepharose ont 6t6 conserves 
25 dans une solution tampon phosphate contenant de I'albumine de s6rum 
de boeuf. 

Tests s6rologiques 

30 on a utilise un melange de s6rums cordonaux et de scrums 

AB comme temoins nSgatifs, et trois scrums ayant r6agi positivement 
aux tests sSrologiques, provenant de patients allergiques a la 
p6ntciHine. 

35 Les tests ont ete realises dans les conditions suivantes : 
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- lavage et remise en suspension des billes de Sepharose dans 
0,01 M - NaHC0 3 

- repartition en fractions aliquotes de 100.pl dans des tubes 
a essais en plastique 

5 - incubation avec 50 pi de serum pendant urie nuit 

- lavage et centrifugation (quatre fois) 

- incubation avec 50 pi d'anti-lgE marquee a. (environ 
50 000 coups/minute) pendant une riuit 

- lavage et centrifugation (quatre fois) 
10 - mesure au compteur gamma, 

Les resultats obtenus sont rapportes dans !e tableau 
ci-dessous. 



15 







Bruit de 


S£rum cordonal 


355 






fond 


AB 


498 


20 


Coups /minute 




R.E. 


13 498 






Patients 


S.D. 


11 053 








M.G. 


7 526 


25 




Bruit de 


Serum cordonal 


0,63 




Coups /minute 


f ond* 


Serum AB 


0,88 




% du total 










coups /minute 




R.E. 


24,00 




(total coups/ 


Patients 


S.D. 


19,60 


30 


minute) 




M.G. 


13,40 




56 285 








35 


Ces resultats montrent que 


le conjugu6 benzylp£nicilloyl - 




PAL 5+5 couple 


& un . support 


solide permet. 


par un test 
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radioimmunologique, de detecter imm£diatement une allergie e !a 
penicilline. Les coups/minute elevSs obtenus avec les serums de 
patients aMergiques (13 500) montrent qu'il y a totale reaction entre 
les anticorps anti-benzylpeniciiloyi (BPO) contenus dans le serum des 
5 patients et les antigenes. On constate, par ailleurs, un bruit de fond 
tres faible avec les serums temoins n^gatifs, ce qui montre ('absence 
de reactions non sp^cifiques entre immunogiobulines et support. 
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REVENDICATIONS 

1. Nouveaux polymeres de lysine, destines a servir de 
supports pour la preparation de reactifs pour diagnostics des allergies 

5 hapteniques, dans lesquels ies molecules presentent le meme nombre de 
radicaux de L-lysine compris entre 8 et 20, caracterises en ce que 
lesdits polymeres, apres couplage avec Ies haptenes, comportent des 
substituants hydrophiles alternant avec Ies substituants hapteniques 
hydrophobes. 

10 

2. Nouveaux polymeres de lysine selon la revendication 1, 
caracterises en ce que Ies substituants hydrophiles sont constitues par 
des restes carboxylatoalkyte. 

15. 3. Nouveaux polymeres de lysine selon la revendication 1, 

caracterises en ce que Ies substituants hydrophiles sont constitues par 
des restes oligohydroxy . 

4. Nouveaux polymeres de lysine selon la revendication 2, 
20 caracterises en ce que ie substituant hydrophile est le reste acide 

adipique. 

5. Nouveaux polymeres de lysine selon la revendication 3, 
caracterises en ce que le substituant hydrophile est le reste acide 

25 gluconique. 

# 

6. Produits de diagnostic pour Ies tests cutan^s destines a 
deceler Ies allergies hapteniques, caracterises en ce quMIs sont 
constitues par Ies produits de couplage des polymeres selon Pune des 

30 revendications 13 5 avec Ies haptenes. 

7. Produits de diagnostic pour Ies tests serologiques destines 
a d6celer Ies allergies hapteniques, caracterises en ce qu'iis sont 
constitues d r un support solide sur lequel ont ete fixes les produits de 

35 couplage des polymeres selon I'une des revendications 1 a 5 avec les 
haptenes. 
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8. Procede de preparation des polymeres de lysine selon les 
revendications 1,2 et par elongation progressive d'une chame 
d'oiigolysine a partir d'un derive de la lysine dont la fonction 
carboxylique a et6 prealablement protegee, caracterise en ce que : 

. dans une premiere etape, on couple le derive de la lysine 
dont la fonction carboxylique a ete prealablement protegee, 
avec un derive de la lysine dont I'azcte terminal a 6t§ 
prealablement protege et la fonction carboxylique activ£e, 
ledit derive comportant le reste carboxylatoalkyle 
convenablement prot§g£ a introduire dans la chaine 
d'oligom^re, 

. dans chacune des stapes successives suivantes, on couple la 
chaine d'oligomSre obtenue dans I'etape precedente et apres 
d^protection de Pazote terminal, alternatlvement avec un 
deriv6 de la lysine convenablement protege et activ6 tel que 
celui utilise dans la premiere etape, mais ne comportant pas 
de reste carboxylatoalkyle et avec un derive de la lysine 
convenablement prot£g6 et active comportant un groupe 
carboxylatoalkyle tel que celui utilise dans la premiere 
etape, 

. dans une €tape finale, et avant couplage avec les haptenes, 
on libere simultan6ment les fonctions amino et carboxylique. 

9. Proc6d6 de preparation d'un polymere de lysine selon la 
revendication 8, et r£pondant a la formule : 

H AdOH H AdOH H 

j Lys Lys Lys — Lys Lys OH 

Ad H AdOH H AdOH H 

1 Lys Lys Lys Lys Lys —OH 

dans laquelle Ad signifie le reste acide adipique, caracterise en ce 
que : 

. dans une premiere etape, on couple un derive de la lysine 
dont la fonction carboxylique a et6 prealablement protegee 
par un groupe protecteur tel que ONBzl avec un derive de 
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la lysine dont la fonction amine a ete prealablement protegee 
par un groupe protecteur tel que Boc et la fonction 
carboxylique activee par mise sous la forme d'ester, ledit 
derive comportant le substituant acide adipique protege par 
un groupe protecteur te! que Bzl, 

. dans une etape suivante, on couple la chame obtenue dans 
Petape pr^cedente, apres deprotection de I 'azote terminal, 
avec un derive de la lysine dont la fonction amine a ete 
prealablement protegee et la fonction carboxylique activee, 
tel que celui utilise dans la premiere etape, mais ne 
comportant pas de reste aclde adipique, 

. on repete les operations effectuees dans les premiere et 
seconde etapes, 

. on condense deux molecules de la chatne oligom^re obtenue 
dans Petape precedente avec Pacide adipique, 
eventuellement en presence d'un agent de condensation, 

. et on deprotege simultanement les fonctions amino et 
carboxylique* 

10. Procede de preparation des polymeres selon les 
revendications 8 et 9, caracterise en ce que le derive de lysine 
convenablement protege et active et comportant le reste acide adipique 
3 introduire dans la chaTne d'oligolysine est prepare par reaction de la 
lysine dont Pazote terminal a ete protege par un groupe protecteur tel 
que Boc avec un ester de Pacide adipique prealablement protege par 
un groupe protecteur te! que. OBzt. 

11. Procede de preparation des polymeres de lysine selon les 
revendications 1,3 et 5, caracterise en ce que la fixation des 
substituants oligohydroxy sur le polymere intervient apres le couplage 
des haptenes avec ledit polymere. 

12. Procede de preparation des produits de diagnostic selon la 
revendication 6, caracterise en ce que i ! on couple les polymeres selon 
les revendications 1 , 2 et avec les haptenes prealablement actives 
par mise sous la forme d'esters. 
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13. Proc6de da preparation des p rod y its de diagnostic selon la 
revendication 17, caracterise en ce que Phaptene avec Iequel sent 
couples les polymeres seion les revendications , 1 , 2 et 4 est Pacide 
o-mOthoxy benzofque . 

14. Precede de preparation des produits de diagnostic selon la 
revendication 12, caracterise en ce que Phaptene avec Iequel sont 
couples les polymeres selon les revendications 1, 2 et 4 est la 
carboxylatovaleroyl-aminoantipyrine. 

15. Procede de preparation des produits de diagnostic selon la 
revendication 12, caracterise en ce que Phaptene avec Iequel sont 
couples les polymeres selon les revendications 1, 2 et 4 est la 
D-ph6nylg!ycirie. 

16. Procede de preparation des produits de diagnostic selon la 
revendication 11, caracterise en ce que Phaptene avec Iequel sont 
couples -les polymeres selon les revendications 1, 2 et 4 est la 
benzylp6nicilline. . 

17. Proc6d6 de preparation des produits de diagnostic selon la 
revendication 7, caracterise en ce que Pon utilise comme support, " un 
gel d 'agarose chimiquerrient active et en ce que Pon fixe de fagon 
covalente le produit de couplage du polymere selon les revendications 
1 , 2 et 4 avec Phaptene. 

18. Procede de preparation des produits de diagnostic selon 
Pune des revendications 16 et 17, caracterise en ce que le produit de 
couplage du polymere selon les revendications 1 , 2 et 4 avec Phaptene 
est lie par Pintermediaire d'lin groupe fonctionnel -NH 2 libre au 
support et qu'il repond a la formule : 

CO-Lys(BPO)-Lys(Ad-OH)-Lys(BPO)-Lys(Ad-OH)-Lys(BPO}-OH 
(CH 2 ) 4 

CO-Lys(BPO)-Lys(Ad-OH)-Lys(BPO)-Lys(Ad-OH)-Lys(BPO)-OH 
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dans laquelie Ad siqnific ie rente acide ?.dipique et BPO le groupemsr.t 
benzy Ipeniciiioy i . 
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